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【摘要】 报道了室温、空气环境下聚球藻Synechococcus sp. PCC 7942氢酶的分离纯化。经过超声破碎、超速离心、离
子交换层析、疏水层析及凝胶层析等步骤，氢酶被纯化了218 倍，得率为6.5％，比活为1.46 U•mg-1蛋白。纯化氢酶的
SDS-PAGE图显示五条蛋白带，分子量约为83kDa，60kDa，47kDa，30kDa和27kDa。该氢酶为可溶性的双向氢酶，其催
化放氢的 佳电子供体为还原态的甲基紫精， 适温度50℃， 适pH 8.0。 
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Abstract：Hydrogenase from Synechococcus sp. PCC 7942 was purified to close homogeneity aerobically at room temperature. 
The hydrogenase-containing crude extract was collected after ultrasonic disruption and removal of cell debris by 
ultracentrifugation. Subsequently, three steps of column chromatographies（anion exchange, hydrophobic interaction and gel 
filtration）were performed. Hydrogenase was purified about 218-fold with a yield of 6.5% finally. The purified enzyme has a 
specific activity for hydrogen evolution of 1.46 U·mg-1 protein. SDS-PAGE gel of the purified enzyme revealed five predominant 
protein bands with estimated molecular weights of 83, 60, 47, 30 and 27 kDa, respectively. The enzyme is a soluble bidirectional 
hydrogenase and shows maximum activity while using reduced methyl viologen as an electron donor. The optimum temperature 
and pH value for hydrogen evolution catalyzed by the purified hydrogenase are 50 ℃ and pH 8.0. 














第 27 卷  第 4 期                              生  态  科  学                                27(4): 227-231
2008 年 8 月                              Ecological  Science                                 Aug.  2008
 



















本文报道了非厌氧条件下聚球藻 PCC 7942 氢酶的分
离纯化，并对其催化放氢的特性进行了初步研究。 
 
2 材料与方法（Materials and Methods） 
 
2.1 材料 
















湿藻泥用 1:2.5（w/v）的 50 mmol•L-1 Tris-HCl
缓冲液（pH8.5）悬浮，充分搅拌，加入 1 mg•mL-1
溶菌酶，37℃水浴处理 1h。加入 2 mmol•L-1 二硫苏
糖醇(DTT)，冰浴超声破碎（800 W，超声 5s，间隔
5 s），超声时间为 2.5 min/g 藻。破碎液于 4℃、
100,000×g 离心 1 h，上清即为粗酶液。 
    DEAE-Sepharose FF 离子交换柱（2.7×13.5 cm）
预先以 50 mmol•L-1 Tris-HCl 缓冲液（pH7.5）平衡，
以粗酶液上样，同样的缓冲液洗脱未结合蛋白，之后
分别以含 0.1 mol•L-1和 0.2 mol•L-1 NaCl 的缓冲液洗
脱。合并有氢酶活性的洗脱液，室温下以饱和硫酸铵
溶液沉淀 2 h，10,000×g 离心 10 min，去上清，沉淀
以少量缓冲液溶解作为疏水柱层析的样品。 
Butyl-Sepharose 4 FF 疏水柱（2.7×4 cm）预先以
含 2 mol•L-1 (NH4)2SO4 的 50 mmol•L-1 Tris-HCl 缓冲
液（pH7.5）平衡，上样，先以含 2 mol•L-1 (NH4)2SO4





    Sephacryl S-200 凝胶柱（1.6×63 cm）预先以







50 mmol•L-1 Tris-HCl（pH7.5），体系中含 1.5 mmol•L-1
甲基紫精（MV）和 25 mmol•L-1 Na2S2O4，抽充氩气，
于 50℃水浴反应 30 min，以气相色谱检测上层气相
中的氢气。不含氢酶的反应体系为空白对照。50℃，








2.5.2 pH 实验 
反应体系中的缓冲液均为 50 mmol•L-1 Tris-HCl，
pH 分别为 7.0，7.5，8.0，8.5，9.0，其余同氢酶活性 
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表 1 聚球藻 PCC 7942 氢酶的分离纯化 














Na2S2O4，苄基紫精和 NADH 为 sigma 公司产品，
NADP 购自 Amresco 公司,甲基紫精购自中国百灵威
公司，DEAE-sepharose FF, Butyl-sepharose 4 FF 和
Sephacryl S-200 均为 Pharmacia 公司产品。 
 












为 6.5%，比活为 1.46 U•mg-1 蛋白。纯化结果如表 1
所示。 
通常认为蓝藻中既可催化吸氢又可催化放氢的
双向氢酶由 NiFe 氢化酶和心肌黄酶两部分组成, 
其中 NiFe 氢化酶包含 HoxY 和 HoxH 两个亚基, 心
肌黄酶部分的两个亚基为 HoxF 和 HoxU。后来
Schmitz 等人研究发现，心肌黄酶还包含第三个亚基
HoxE，蓝藻的双向氢酶是个五聚体（HoxEFUYH）
[9-11]。聚球藻 PCC 7942 纯化氢酶的 SDS-PAGE 结果
如图 1。 
 
图 1 纯化氢酶的 SDS-PAGE 图谱 
Fig.1 SDS-PAGE of purified hydrogenase 
 
从图上可以看到五条明显的蛋白条带，分子量大
约为 83kDa，60kDa，47kDa，30kDa 和 27kDa。Schmitz
等人对 Synechococcus sp. PCC 6301 的氢酶进行了分
离纯化[9],纯化氢酶的 SDS-PAGE 图显示六条蛋白
带，其中的五个蛋白分别为氢酶的 HoxF，HoxH，
HoxU，HoxY 和 HoxE 亚基。Synechococcus sp. PCC 






















粗酶液 Crude extract 2520 16.8 0.0067 1 100 
DEAE-Sepharose FF 57.1 12.7 0.22 32.8 75.6 
Butyl-Sepharose 4 FF 14.2 6.84 0.48 71.6 40.7 
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氢酶的 HoxF，HoxH, HoxU 和 HoxY 亚基，而 83kDa
的条带为一未知蛋白。聚球藻 PCC 7942 的氢酶是否
也由 HoxEFUYH 五个亚基组成，它与聚球藻 PCC 
6301 的氢酶差别多大，该问题有待进一步验证。 
 
3.2 温度和 pH 对氢酶催化放氢的影响 
温度和 pH 是影响氢酶活性的重要因素。本研究
发现，较高的温度有利于聚球藻 PCC 7942 的氢酶催
化放氢，其 适温度为 50℃（图 2）。聚球藻 PCC 7942
氢酶催化放氢的 适 pH 为 pH8.0（图 3），与 Spirulina 
platensis 和 Chlorococcum littorale 氢酶的 适 pH 值
（pH7.5）接近。 
 
图 2 温度对氢酶催化放氢的影响 
Fig.2 Effect of temperature on H2-evolution catalyzed by 
hydrogenase 
 
图 3 pH 对氢酶催化放氢的影响 





藻 PCC 7942 氢酶催化放氢的影响，反应体系中均加
入 Na2S2O4 以除去微量溶氧并使电子载体处于还原
态。结果表明，还原态的甲基紫精（MV）是聚球藻
PCC 7942 氢酶的 佳电子供体（表 2）。以苄基紫精
（BV）或 NADP 做电子载体，氢酶的放氢活性大大
降低，而 NADH 下未能检测到放氢活性。氢酶以
NADP 或 NADH 为电子载体的低放氢活性，可能是
因为体外放氢的反应条件不适合这两种电子载体。 
 
表 2 不同电子载体下聚球藻 PCC 7942 氢酶的放氢活性 
Table 2 H2-evolution activity of the hydrogenase from 













4 讨论 (Discussion)  









藻 PCC 7942 氢酶的方法，操作过程简单。当然，纯
电子载体 
Electron carrier 





NADH 未检出 not detectable 





    蓝藻的固氮酶产氢需要大量的 ATP，产氢效率不
高，双向氢酶则对氧敏感，限制了蓝藻产氢的应用。
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